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研究成果の概要（和文）：質量分析法を用いた高感度スフィンゴ脂質定量系によって、健常者と各がん患者の血中スフ
ィンゴ脂質を定量分析し、特にスフィンゴシン－１－リン酸（S1P）の新規腫瘍マーカーとしての臨床応用性を検討し
た。平均血漿S1P濃度は健常者410±67 nM、食道がん患者620±129 nM、胃がん患者484±151 nM、肉腫患者491±106 nM
であった。食道がん患者血漿中S1P濃度が健常者と比較して有意に高値であることをはじめて明らかにした。さらにメ
タボローム解析／統計解析を用いるプロファイリングにより、がん病態解析の新規バイオマーカー候補として、特にシ
スチンの可能性を見いだした。

研究成果の概要（英文）：Using the quantitative method of high sensitivity mass spectrometry for 
sphingolipid, healthy subjects and blood sphingolipid of each cancer patient was analyzed quantitatively. 
Especially, it was investigated clinical applicability as a novel tumor marker of SlP. Plasma S1P 
concentrations were 410±67 nM, 620±129 nM, 484±151 nM, and 491±106 nM in healthy, esophageal cancer, 
stomach cancer, sarcoma, respectively. Esophageal cancer patient plasma S1P concentration was for the 
first time revealed that it is significantly higher compared to the healthy subjects. Using metabolome 
analysis profiling for cancer disease analysis as some new biomarker candidates, in particular, I found 
the possibility of cystine.

研究分野： 腫瘍薬学

キーワード： 腫瘍マーカー　脂質メディエーター　メタボローム解析　アミノ酸

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 スフィンゴ脂質は、哺乳動物細胞の細胞膜
を構成する成分の一つであるが、近年、生理
活性を有する脂質分子としても注目されて
いる。この中で、スフィンゴシン－１－リン
酸（S1P）は細胞内におけるセカンドメッセ
ンジャーとしての役割に注目されていたが、
対応するトランスポーター（Spns2）や受容
体（S1PRs）が発見・同定されたことにより、
細胞外生理活性脂質分子としての役割解明
が行われ、細胞の分化、増殖、遊走、血管新
生、がん細胞浸潤能の獲得、化学療法薬への
耐性等に関与していると考えられている。ま
た、動物実験の結果から、腫瘍組織において
はスフィンゴシン（Sph）のリン酸化酵素で
ある SphK の発現が増加していること、ヒト
大腸がん組織において S1P 脱リン酸化酵素
（SPP）や S1P 分解酵素（SPL）の発現が減
少していること、S1P の上昇が腫瘍の進展に
寄与していることが明らかにされてきた。ヒ
トがん患者の S1P に関しては、ヒト卵巣がん
患者の血漿中の S1P 濃度が高値であったと
される一方で、乳がん患者においては有意差
が認められないとする報告もあり、がん患者
の血中における S1P をはじめとするスフィ
ンゴ脂質類の動向に統一的な検討結果が得
られていない状況である。現在、がんの日常
診療で汎用される腫瘍マーカーとして、CEA、
CA19-9、SCC など数多くが挙げられる。こ
れらは、がんの再発や治療抵抗性などを把握
するうえで重要であるが、全てのがん患者の
病勢を正確に反映するものではない。また骨
軟肉腫などの非上皮性腫瘍においては、いま
だ有望な腫瘍マーカーが存在していないの
が現状である。従って、がんの診断や病勢を
把握するための新たな腫瘍マーカーの発
掘・開発は極めて有用であり、特に今回着目
するスフィンゴ脂質類とがん発生、進行、転
移などとの相関性を“臨床試料”を用いて検
証し、明らかにしていくことは、がん治療を
さらに発展させるために重要かつ社会への
還元が大いに期待できる研究と考えた。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の目的は、既に構築してある質量
分析法を用いた高感度スフィンゴ脂質定量
系によって、健常者及び各がん腫患者の血中
スフィンゴ脂質類を定量分析し、特にスフィ
ンゴ－１－リン酸（S1P）が新規腫瘍マーカ
ーとしての臨床応用性を検討することによ
って、がんの診断や病勢把握への臨床適用性
を評価することにある。 
３．研究の方法 
(1) 高精密質量分析装置を活用するがん患
者血漿中スフィンゴ脂質類の病勢解析およ
び腫瘍マーカーとしての臨床評価 
 ①各がん腫患者の血漿試料におけるスフ
ィンゴ脂質類を測定し、定量解析を行うこと
によりがんの関連性、病勢との関連性を検討
する。 

②メタボローム解析／統計解析を用いる
プロファイリングにより新規バイオマーカ
ーの探索を行い、新たな研究シーズの発掘に
つなげる。 
 
４．研究成果 
(1)血清中スフィンゴ脂質類濃度の検討 
 健常者 10例および食道がん患者 11例の血
清中スフィンゴ脂質類（S1P 及び dhS1P）の
濃度を測定した（表１）。一方、検出できた
ものの Sph及び dhSph は定量下限以下であっ
た。pS1P 及び pSph は前例で検出されなかっ
た。ヒト血清中 S1P 濃度は数百 nM～1 M 程
度であると報告とほぼ一致した。 
 
表１．スフィンゴ脂質類の血清中濃度 

 健常者 
（n=10） 

食道がん患者
（n=11） 

S1P 708±210 nM 
(中央値 633 nM) 

1,470±366 nM 
(中央値 1,420 nM) 

dhS1P 179±68.0 nM 
(中央値 174 nM) 

84.6±15.1 nM 
(中央値 85.3 nM) 

S1P/dhS1P 8.52 9.03 

 
(2)血漿中 S1P の測定 
 S1P は、赤血球や血小板から放出されるこ
と及び(1)の結果を考慮し、採血から測定ま
での試料の取扱を厳密に管理した。すなわち
採血後迅速に氷冷・遠心後に得られた血漿を
試料とした。インフォームドコンセントを得
た健常者 10 例、食道がん患者 6 例、胃がん
患者 5 例、肉腫患者 3 例の計 24 試料を測定
対象とした。その結果、今回の測定における
平均血漿中 S1P 濃度は、健常者 410±67 nM、
食道がん患者 620±129 nM、胃がん患者 484
±151 nM、肉腫患者 491±106 nM であった。
食道がん患者血漿中S1P濃度が健常者と比較
して有意に高値であることをはじめて明ら
かにした。また、他のがん腫では有意ではな
いものの、健常者より血漿中 S1P 濃度が高い
傾向が認められた。 
  
(3)非標的血漿メタボローム解析法の構築 
 がん患者血漿成分中の疾病マーカーの探
索を目的として C18 カラムを用いた LC/HRMS
による非標的血漿メタボローム解析手法の
構築を行った（図１）。その結果、測定の成
否を評価するために、試料測定前に 10 回、
試料注入 5 回毎に 1 回 QC 試料の測定を実施
する測定手順を構築した。試料を LC/HRMS で
測定して得られたデータをSIEVEで処理した
後、HMDB と照合した。フレーミング処理後の
解析結果をエクセルファイルに変換し、保持
時間と m/zを紐付けし、検出イオンリストを
生成した。 
健常者血漿試料 8 例とがん患者血漿試料 11
例について、本研究によって構築した非標的
血漿メタボローム解析を行ったところ、がん
患者血漿中のリゾホスファチジルコリン
（LPC18:2）が健常者血漿に比較して低値を
LC-MS/MSを用いたLPC18:2の精密測定法を構



築し、改めてがん患者血漿と健常者血漿中の
LPC18:2 濃度を評価したところ、がん患者血
漿中LPC18:2は健常者に比較して有意に低値
を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．非標的メタボローム解析の流れ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図２．健常者とがん患者の OPLS-DA 解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．LysoPC18:2 の同定 

 
LC/HRMS による非標的血漿メタボローム解

析用分析カラムを汎用ODSカラムからSS-C18
カラムに変更し、血漿 50 L に 0.1%ギ酸/ア
セトニトリル溶液200 LとISとして1 g/mL
の 15N4 ヒポキサンチン溶液 10 L を加え、5
分間のソニケーション処理を行った。その後、
遠心処理（16,400g、4℃、10 分間）した上清
画分 200 L を新たなチューブに移し窒素乾
固（60℃）した。その後、0.1%ギ酸/水溶液
100L により再溶解し、測定用試料とした。
また、全試料から等量混合したものを QC 試

料とした。LC/HRMS による測定条件は、表２
に示した。 
 
表２．LC/HRMS による測定条件 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 スコアプロットからQC試料は概ね集合し、
安定した測定であったと判断できた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．代表的スコアプロット（ネガティブイオンモード、

QC：黄色丸印で表示） 

 
次いで、健常者とがん患者の両群の測定結果
を判別分析に付した。代表的な判別分析の結
果を図５に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．代表的な判別分析（健常人（桃色）と胃がん患者

（緑色）、ポジティブイオンモード） 

 
QC 試料における変動係数が 30%未満、有意水
準 0.05 未満、がん患者と健常者のピーク強
度比が 2倍以上または 0.5 倍以下、試料にお
ける変動係数が 30%未満、クロマトグラムで
もピークとして確認でき、ブランク試料でほ
とんど検出されないものを選択した。 
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表３．各がん腫（非上皮系）における新規バイオマーカ

ー候補の探索結果 
ID m/z RT 強度比 P値 Δppm 

悪性線維性組織球腫、ポジティブイオンモード 

479 148.060 2.50 2.07 1.31E-11 0.7 

490 149.064 2.52 2.47 1.41E-10 5.5 

152 116.017 2.41 0.46 1.60E-01  

562 155.035 1.77 0.47 1.89E-01 5.0 

883 182.102 0.78 0.44 2.70E-01 8.0 

934 187.058 0.81 0.39 2.36E-01  

悪性線維性組織球腫、ネガティブイオンモード 

267 146.045 2.50 2.12 2.16E-11 9.6 

283 147.049 2.51 2.31 1.81E-11 1.3 

673 195.051 1.24 2.02 2.64E-08 3.9 

1113 239.017 4.61 17.1 1.71E-14 0.6 

1177 245.971 2.51 2.29 1.09E-07 - 

315 153.019 1.78 0.48 3.69E-21 2.4 

319 154.023 1.79 0.46 3.77E-19 - 

388 209.066 0.79 0.38 6.08E-12 8.9 

脂肪肉腫、ポジティブイオンモード 

33 120.066 1.19 2.04 1.06E-08 5.7 

484 147.113 5.28 2.63 8.27E-09 1.5 

479 148.060 2.50 2.44 1.22E-16 0.7 

775 175.119 5.66 2.13 2.35E-07 0.4 

958 189.135 5.80 2.06 1.74E-09 0.2 

1095 203.150 5.35 2.16 6.41E-10 0.6 

1189 210.081 0.84 97.1 2.43E-11 - 

1389 231.065 5.38 2.32 1.30E-11 1.1 

2422 425.937 5.04 3.36 2.02E-09 - 

45 91.095 4.59 0.50 2.00E-12  

152 116.017 2.41 0.45 2.73E-16  

562 155.035 1.77 0.43 4.27E-17 5.0 

638 162.112 3.53 0.48 2.71E-05 1.0 

883 182.102 0.78 0.44 7.83E-10 8.0 

934 187.058 0.81 0.44 4.01E-10 - 

脂肪肉腫、ネガティブイオンモード 

267 146.045 2.50 2.49 2.54E-15 9.6 

463 171.041 1.21 5.49 4.98E-10 5.8 

603 187.120 5.83 2.02 9.83E-10 4.1 

673 195.051 1.24 2.28 1.10E-13 3.9 

1113 239.017 4.61 18.3 5.76E-15 0.6 

1116 239.093 5.96 3.37 1.14E-12 1.5 

315 153.019 1.78 0.45 2.04E-23 2.4 

平滑筋肉腫、ポジティブイオンモード 

156 133.097 5.30 2.78 1.06E-12 3.2 

327 155.079 5.23 2.25 9.44E-10 - 

329 133.097 5.25 2.88 1.13E-12 1.2 

479 148.060 2.50 3.27 3.32E-13 0.7 

717 170.043 2.51 3.09 1.56E-10 - 

1095 203.150 5.35 2.29 4.64E-13 0.6 

1757 276.119 2.99 3.42 9.93E-12 0.4 

152 116.017 2.41 0.48 2.27E-15 - 

562 155.035 1.77 0.47 2.84E-16 5.0 

883 182.102 0.78 0.41 1.87E-10 8.0 

934 187.058 0.81 0.34 5.82E-12 - 

1295 221.165 5.46 0.47 1.92E-15 - 

平滑筋肉腫、ネガティブイオンモード 

287 146.045 2.50 2.31 2.19E-13 9.6 

673 195.051 1.24 2.54 5.39E-14 3.9 

728 201.136 5.40 2.00 1.24E-07 2.9 

1113 239.017 4.61 22.0 3.69E-15 0.6 

 
新規バイオマーカーの探索を行った（表３、

表４）。特に健常者とがん患者で差違が大き
い 2成分（負イオンモード：がん患者で高値
m/z 239.0169（図６）、がん患者で低値 m/z 
153.0190）を見いだした。成分 m/z 239.0169

をシスチンと同定した。また、シスチン以外
のアミノ酸類血漿中量の変動が明らかにな
った。このことは、アミノ酸プロファイル解
析ががん病態の解析に有用である可能性を
示唆した。続いて、担がんマウスと対照マウ
スから得た血漿を用いて非標的血漿メタボ
ローム解析を行ったところ、がんで高値とな
る 4成分を見いだし、それぞれ 1-メチルイノ
シン、N-アセチルシチジン、ダンボニトール、
N-5-(N,N-ジメチルカルバミミドイル－オル
ニチンである可能性が示された。 
 
表４．各がん腫（上皮系）における新規バイオマーカー

候補の探索結果 
ID m/z RT 強度比 P値 Δppm 

胃がん、ポジティブイオンモード 

1750 275.066 5.24 2.13 6.98E-17 - 

1757 276.119 2.99 3.46 1.96E-22 0.4 

562 155.035 1.77 0.45 2.14E-16 5.0 

胃がん、ネガティブイオンモード 

673 195.051 1.24 2.84 1.13E-16 3.9 

728 201.136 5.40 2.25 2.73E-17 2.9 

1113 239.017 4.61 20.8 1.84E-26 0.6 

1386 274.105 2.99 2.65 4.03E-19 1.0 

2114 513.951 4.85 2.48 1.36E-12 - 

2161 589.930 4.80 2.47 1.88E-12 - 

315 153.019 1.78 0.48 1.77E-12 2.4 

319 154.023 1.79 0.43 1.27E-23 - 

食道がん、ポジティブイオンモード 

156 133.097 5.30 3.35 6.68E-07 3.2 

199 122.027 2.27 2.40 8.72E-07 2.0 

327 155.079 5.23 2.31 3.23E-06 1.7 

464 147.113 5.28 2.01 1.69E-06 1.5 

1113 204.154 5.31 2.07 8.03E-06 - 

45 91.095 4.59 0.28 1.10E-18 - 

152 116.017 2.41 0.40 1.50E-17 - 

食道がん、ネガティブイオンモード 

114 120.011 2.27 2.27 7.52E-07 9.7 

1113 239.017 4.61 16.39 7.82E-11 0.6 

315 153.019 1.78 0.45 8.51E-23 2.4 

319 154.023 1.79 0.43 4.20E-20 - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．がん患者血漿中で高値の m/z 239.0169 

 
(4)セラミド等脂質メディエータの評価 
 セラミド等他の脂質類を評価するために、
LC カラムを C18 系から C8 系に変更し、分析
条件等を検討した。C18 系の測定条件を元に
一部変更した測定条件によって C8 系カラム
を用いて測定した QC データを PCA 解析した
結果、測定の再現性が不十分であることが明
らかになった。判別分析から、測定を重ねる
に従って分析カラム等に PC、SM、PE 等のリ
ン脂質類が蓄積し、結果に影響することが判

 



明したため、洗浄過程等の改善を継続して検
討する必要性が明らかになった。 
 そこでイソプロパノールを移動相に適用
し、A 相（水とアセトニトリルの混合液）と
B 相（アセトニトリルとイソプロパノールの
混合液）の割合と時間をグラジエントモード
により検討した。全体的にピークの保持遺憾
が早まるとともにピーク形状の改善も見ら
れ、Sph から TG まで検出可能となった。今後
は、洗浄過程を再検討し、より安定した血漿
中脂質メディエータ評価系の確立を目指す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．代表的な脂質類の分離状況 

 
(5)培養細胞を用いた細胞外 S1P 産生能評価
系の構築とその評価 
インビトロでの細胞外S1P産生能評価系を

構築するにあたり、FBS、活性炭あるいは透
析処置した FBS中の S1P濃度を評価したとこ
ろ、いずれも 30 nM 程度の S1P が含まれてい
た。そこで無血清培地である CD CHO 培地に
既知量のスフィンゴシンを添加した培地を
用いる細胞外 S1P 産生能評価系を構築し、各
種ヒトがん細胞における細胞外S1P産生能を
評価したところ、TE-8 > PK-45H > HK-2 > 
AGS-65 > MCF-7 となり、細胞種による違いが
明らかになった。さらに関与する mRNA 発現
量を RT-PCR 法により評価し、違いに寄与す
る分子の同定を試みている。2015 年、培養細
胞を用いた Matula らは、抗がん剤耐性と
SPHK1 mRNA 発現量が正に相関し、SGPL1 と負
に相関することを示した。これは、血漿中 S1P
が化学療法に対する新規臨床治療効果予測
マーカーとしての可能性を示す。しかし、さ
らなる詳細な研究が必要であると考えられ
た。 
 
(6)結論 
高精密質量分析装置を活用し、がん患者血

漿中スフィンゴ脂質類の病勢解析マーカー
として、スフィンゴシン－１－リン酸の有用
性を示した。しかしながら臨床現場で用いる
ためには、実施者により負担のない試料採取
法の確立も必要であることが明らかになっ
た。 
メタボローム解析／統計解析を用いるプ

ロファイリングにより、がん患者の病態解析

に有用である可能性のある多くの新規バイ
オマーカー候補の発見がされた。特にアミノ
酸誘導体であるシスチンの有用性を示した。
今後の更なる検討により、その有用性が確固
たるものになることが期待できる。 
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